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Zusammenfa^^iillg 

PflanzenmitgesteuerterSeitentriebbfldungund/odergesteuerter ^ ■ 

AbscissionszonenbUdung 

Beschrieben sind NukleotidsequenzBii, die Polypeptide codieren, die ^ die Steuenmg der 
Seitentriebbildung und/oder Abscisaonszonenbildung verantwortfich sind sowie die durch die 
Nukleotidsequenzen codierten Polypeptide und Aminosauresequenzen. Beschrieben sind 
weiterhin Pflanzen mit gesteuerter Seitentriebbildmig und/oder gesteuerter Bildimg von 
Abscissionszonen in den Blutenstielen, wobei die fur die Seitentriebbildung und/oder 
Abscissionszonenbildung verantwortUche e?q)iimierbare DNA-Sequenz oder deren Fragment 
Oder Derivat stabil in das Genom der Pflanzenzelle oder das Pflanzengewebe integriert ist. 
Beschrieben sind femer Verfehren zur Herstelhmg von Pflanzen mit gesteuerter 
Seitentriebbildung und/oder gesteuerter Bildung von Abscissionszonen in den Blutenstielen, 
wobei die fur die Seitentriebbildung und/oder Abscissionszonenbfldung verantwortUche 
exprimierbare DNA-Sequenz oder deren Fragment oder Derivat stabil in das Genom von 
Pflanzenzellen oder Pflanzengeweben integriert werden und die erbaltenen Pflanzenzellen oder 
Pflanzengewebe zu Pflanzen regeneriert werden. Darubeihinaus sind Pflanzen sowie das 
Saatgut von Pflanzen beschrieben, die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erbaltKcb smd. 
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BeleQexemplar 

Oarinlchraeandertwerden 



Pflanzen mit gesteuerter Seitentriebbildung und/oder gesteuerter 

Abscissionszonenbildung 

Die Erfindung betriflft Nuldeotidsequenzen, die Polypeptide codieren, die fur die Steuerung der 
Seitentriebbildung und/oder Abscissionszonenbildung verantwortlich sind, sowie die durch die 
Nuldeotidsequenzen; codierten Polypeptide und Amino sauresequenzen. Die Erfindung betriffl 
weiterhin Pflanzen nut gesteuerter Seitentriebbildung imd/oder gesteuerter Bildung von 
Abscissionszonen in den Bliitenstielen, wobei die fur die Seitentriebbildung und/oder 
Abscissionszonenbildung verantwortliche exprimierbare DNA-Sequenz oder deren Fragment 
Oder Derivat stabil in das Genom der Pflanzenzelle oder das Pflanzengewebe integriert ist. Die 
Erfindijng betriffi femer Verfahren zur Herstellung von Pflanzen mit gesteuerter 
Seitentriebbildung imd/oder gesteuerter Bildung von Abscissionszonen in den Bliitenstielen, 
wobei die fiir die Seitentriebbildxmg und/oder Abscissionszonenbildung verantwortliche 
exprimierbare DNA-Sequenz oder deren Fragment oder Derivat stabil in das Genom von 
Pflanzenzellen oder Pflanzengeweben integriert wird und die erhaltenen Pflanzenzellen oder 
Pflanzengewebe zu Pflanzen regeneriert werden. Dariiberhinaus betiiflft die Erfindung Pflanzen 
sowie das Saatgut von Pflanzen, die nach dem erfindimgsgemaBen Verfahren erhaltlich sind. 



Technischer Hintergrund 



Die Leistxmgseigenschaften von Nutz- und Zieipflanzen werden mafigeblich durch ihre 
Architektur bestimmt. Wahrend sich der Grundbauplan einer Pflanze in der 
Embryonalentwicklxmg manifestiert, ist die postembryonale Phase durch die Aktivitat der 
Apikalmeristeme gekennzeichnet. Von zentraler Bedeutung ist dabei die Fahigkeit des 
SproBapikalmeristems (SAM) hoherer Pflanzen, Verzweigungen des Sprosses zu initiieren und 
deren Enwicldung zu steuem. So wird der Habitus einer Pflanze und damit ein wesentliches 
Leistungsmerkmal gepragt dmch Zahl, Anordnimg imd Entwicldungsintensitat ihrer 
Seitentriebe. Die Verzweigung des Sprosses kann sowohl terminal als auch lateral erfolgenu 
Die terminaie Verzweigung, bei der sich das SAM in zwei Teile aufspaltet, tritt vor allem bei 
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niederea Konnophyten aXid ist nur fur wj^igft M^B^^'l'^^^l'^^ wordea (Steeves 
und Sussex, 1989, Patterns in Plant Development, 2. Auflage, Cambridge University Press, 
Cambridge). Die fur BKxtenpflanzen typische laterale Verzwdgmig beruht auf der Entstehung 
neuer SproBapikalmeristeme in den Blattachseln. Diese gehen auf Zeflen des SAM 2muck, 
deren meristematischer Charakter im CJegensatz zu den sie umgebenden Zdlen, die an der 
Entwicklung der Bkttprimordien beteiligt sind, edialten bleibt. Ln weiteren 
Entwicklungsverlauf bildet sich aus diesen Restmeristemen eine Seitenknospe, die nebea 
einigen Blattprimordien ein Apikalmeristem enthalt, dessen Aktivitat jedoch der KontroUe 
durch das SAM des Hauptsprosses untarliegt. 

Die Analyse von Pflanzemnutanten ergab, dafi die Verzweigung des SproBsystems von 
genetischen Faktoren gesteuert wird. So ist zum Beispiel bei der Tomate (Lycopersicon 
esculentum) eine Reihe von Mutaaten beschrieben worden, deren Seitentriebbildung auf 
mterschiedHchen Stadien gehemmt ist (z.B. blind, blind-2, torosa, lateral suppressor). Eine 
morphologisclie Charakterisierung zeigte, daB bei den Tomatemnutanten blind, blind-2 \mA 
torosa das Austreiben der Achselknospen gestort ist (Tucker, 1979, Ann. Bot. 43:571-577; 
Mapem und Lombardi, 1982, Plant & Cell PhysioL 23:751-757). Dagegen unterbleibt bei 
Pflanzen, die homozygot fur die rezessive lateral suppressor (Is) Mutation sind, bereits die 
Anlage der meisten Seitenknospen (Brown, 1955, Rep. Tomato Genetics Cooperative, 5:6-7). 
Eine histologische Analyse (Malayer und Guard, 1964, Amer. Jour. Bot., 51:140-143) zeigt, 
daB direkt vom SAM abstammende Zellen in den Achseln der Blattprimordien, auf deren 
meristematischer Aktivitat die Entstehung der Seitenknospen beruht, in der lateral suppressor- 
Mutante fehlen. Wurde ein Fehlen von Seitentrieben in alien Blattachsehi zu einer Termination 
der SproBachse in der ersten Infloreszenz iuhren, so zeigt sich mit demUbergang zur floralen 
Entwickhmg, daB die Fahigkeit zur Anlage von Achsehneristemen in der Mutante nicht 
vollstandig verloren ist. In der Achsel des unmittelbar vor der Infloreszenz angdegten 
Blattprimordiums wird auch m homozygoten Zs-Mutanten haufig ein Meristem angelegt. Die 
Anlage dieses fur dea"^ai5)odialen Aufbau der SproBachse notwendigen Meristems wird oft 
von der Entstehung einer Seitenknospe in der Achsel des nachstalteren Blattes begleitet. Nach 
dem Ubergang in die florale Phase ist die Entwickhmg der &-Mutante durch eine geringere 
Ahzahl von Bluten pro Infloreszenz (Williams, 1960, Heredity, 14:285-296), die fehlende 
AjJage von Petalenprimordien (Szymkowiak und Sussex, 1993, Plant J., 4:1-7) und one 
: ; aieri^te Zahl von Stamina und Karpellen (Grbot et al, 1994, ScL Hort., 59:157-162) 
gekemizeichnet. Weiterhin wird bei der Mutante eine reduzierte Fertilitat beobachtet, was auch 
dne Reduktion des Ertrages zur Folge hat und der Grund dafur ist, daB die &-Mutante fur den 



Ertragsanbau keine Bedeutung erlangte. 



Eine weitere phanotypische Verandeniixg der &-Mutante betriffl die Ausbildiing von 

Abscissionszonen in den Bliiten- und Fruchtstielen. Wahrend Wildtyppflanzeai einen Bereich ,4 

• ■ - * • - 

5 von 5-10 Lagen von kleineren Zellen besitzen, an dessen distalem Ende die nicht befruchtete 

Blute bzw. die reife Fracht sich von der Pflanze lost (Roberts et aL 1984, Planta, 160: 159- 

163), wdrd diese Absdssionszone in der Zy-Mutante nicht ausgebildet und die Frucht lost sich 

bei der Emte ohne Reste des Fruchtstiels und der Kelchblatter von der Pflanze. 

10 Die beobachteten phanotypischen Veranderungen sind auf physiologischer Ebene mit 
Storungen in den Gleichgewichten bestimmter Pflanzenhonnone korreliert. Im Vergleich ziun 
Wildtyp warden in den SproBspitzen von /s-Mutanten niedrigere Cytokininkonzentrationen 
gemessen (Maldiney et aL^ 1986, PhysioL Plant, 68:426-430; Sossountzov et aL, 1988, Planta, 
175:291-304), wahrend die Mengen jS-Indolylessigsaure(IAA)-ahnlicher Verbindungen sowie 

15 Gibberellin- und Abscisinsaure deutlich erhoht sind (Tucker, 1976, New PhytoL, 77:561-568). 
Versuche, die Defekte der Zs-Mutante durch Einfuhrung eines Isopentenyltransferase-Gens aus 
Agrobacterium tumefaciens zu beheben, fuhrten zwar zu einer Erhohung der endogenen 
Cytokininkonzentrationen, aber nicht zu einer Normalisierung der Seitentriebentwicklung 
(Groot etaL, 1995, Plant Growth Regulation, 16:27-36). 

20 

Aufgrund des groBen Interesses der Zuchter an einstammigen Tomatensorten gab es schon 
fiiihzeitig Bestrebungen, die &-Mutante fur den gewerblichen Anbau nutzbar zu machen. Da 
die DNA-Sequenz des fiir die Seitentriebbildung und/oder Abscissionszonenbildxmg 
verantwortlichen Gens (is-Gen) bisher nicht bekannt war, wurde wiederholt versucht, auf 
genetischem Wege die erwunschten Eflfekte auf die Seitentriebbildung von den unerwiinschten 
Effekten auf Fertilitat und Ertrag zu trennen. Alle diese Bemuhungen fuhrten bis jetzt jedoch 
nicht zum Erfolg. 

Zur Isoherung von Genen, die nxu: durch einen mutanten Phanotyp imd ihre Position auf der 

30 genetischen Karte charakterisiert sind, wurden in den letzten Jahren bevorzugt die Strategien 

der . Insertionsmutagenese und der positionellen Klonierung verwendet. Die v I,;^ 

\ Insertionsmutagenese hutzt durch Insertion einer bekaimten Sequenz erzeugte nmtante i^ele 

; ^ zur Isolierung der auf diese Weise molekular markierten Gene. Bei Pflanzen wurdoi sowqM|J;J.i^ 

die T-DNA von Agrobacterium tuniefaciens (Koncz et aL, 1992, Plant MoL BioL, ^^^-(l^Mk 

35 976) als auch transponierbare Elemente (Gierl xmd Saedler, 1992, Plant MoL BioL, 19: 39-49^ ^^C?! 
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zur Lisextioiismutagenese eiiigesetzt (W^f.i^.,' 19^4,' Scienw* 266:789-793). Da die 
transpoBieitareu Hemente Ac und Ds aus Mais praferentiell an gekoppehe Poationea auf dem 
gldchea Chromosom transponieren (Knapp al., 1994, MoL Geo. Genet, 2^^6-673), ist 
eine Transposommitagenese dam besoaders aussichtsreich, wenn cine A^g^gdinie zur 
Verfugung steht, in der das transponierbare Element in enger Kopphmg za dem gesuchten Gen 
vorfiegt. Da eine solche Tomatenlinie nichl zur Verffigung steht, ist eine 
Transposonmutagenese zur IsoUerung des Ls-Gens wenig aussichtsrach. 

Die Strategie der posTdoneEen Klonierung wurde zur Analyse der molekularen Grundlagen von 
Erbkrankheiten in Saugetieren entwickelt und u.a. fur die Isolierung der menschHclien Gene fur 
Ducbemie MuskeldystropMe (Koenig et al., 1987, Cell, 50:509-517), Cystische Fibrose 
(Rommens et al, 1989, Science, 245:1059-1065) und Chorea-Huntington (Huntington's 
Disease Research Group, 1993, Cell, 72:971-983) eingesetzt. In Zeichnung 1 ist der Ablauf 
einer positioneUen Klonierung schematisch dargestellt. Von zentraler Bedeutung fur diese 
Strategie ist die Integration des klassischen genetischen Locus in eine Karte molekularer 
Marker. Der Einsatz von Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismen (RFIP) als genetische 
Marker (Botstein etal, 1980, Am J. Hum Genet., 32:314-331) ermoglicht die Identifizierung 
enggekoppelter DNA-Fragmente aus der Umgebung des zu isoUerenden Gens. Diese 
Fragmente dienen anscUieBend als Hybridisierungssonden in der Southern-Analyse mittels 
Pulsfeldgelelektrophorese (Chu et al, 1986, Science, 234:1582-1585) aufgetrennter 
hochmolekularer DNA, um den relativen genetischen Abstand in einen absoluten Wert fur den 
physikaHschen Abstand zu ubersetzen, der durch den sogenannten "chromosome walk" zu 
iiberbrucken ist. Ausgehend von den flankierenden Markem als Startpunkte wird die 
Umgebung des gesuchten Gens in Form uberlappender DNA-Fragmente isoUert. Je nach 
Distanz der flankierenden Marker in der genetischen Karte handelt es sich bei den DNA- 
Fragmentenum YAC- oder Cosmid-Klone (Burke etal., 1987, Science, 236:806-812). RFLP- 
Karten hoher Markerdi<^te sind von Nam et al, 1989, Plant Cell, 1:699-705, und Tanksley et 
al, 1992, Genetics, 132:1141-1160, entwickelt worden. Grill und Somerville, 1991, MoL Gen. 
Genet., 226:484-490, und Martin et al, 1992, MoL Gen. Genet., 233:25-32, beschreiben die 
Erstellung von YAC-BibUotheken. 

In der klassischen genetischen Karte der Tomate kartiert der Z^-Locus auf dein langen Arm 
von Chromosom 7 (Taylor und Rossall, 1982, Planta, 154: 1-5). Schumacher et al., 1995, MoL 
Gen. Genet., 246:761-766, beschreiben eine Integration des Zs-Locus in die RFLP-Karte 
wobei der Zs-Locus in einem 0,8 cM-IntervaU nahe dem distalen Ende von Chromosom 7 
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kaitieit wurde. Weiterimi beschreiben Schuicacliei'e/ dA^'daS der Asiocus durch die RFLP- 

Marker CD61 und CD65 begrenzt wird. Die physikalische -Kartierung mittels 
Pulsfeldgelelektrophorese zeigte, daB CD61 und CD65 nicht mehr als 375 kb voneinander 
entfemt liegen, . * 

.5 • - ■ * • 

Bei vielen Nutzpflanzen ist die Bildung von Seitentrieben vom Standpimkt der 
landwirtschafiHchen Nutzimg her axis verscMedenen Gruaden im 

1. Die jungen Seitentriebe sind zunachst "Sink"-Qrgane (Verbraucher-Organe) imd reduzieren 
10 daher den Ertrag am Efauptsproli. 

2. Stark verzweigte SproBsysteme stellen fiir eine mechanische Bearbeitung (z.B. maschinelle 
Emte) oft ein kaum uberwindHches Hindemis dar. 

Aus diesen Grunden ist schon fruhzeitig versucht worden, seitentriebfreie Sorten aiif 
15 konventionettem Wege zu zuchten, Bei einzehien Nutzpflanzen (z.B. Sonnenblume) ist dies 
gehmgen. Dagegen ist bei vielen anderen dikotylen Nutzpflanzen (z.B. Tomate, Giu*ke, 
Apfelbaum, Bimbaum) die Einstammigkeit zwar wunschenswert, konnte aber bisher nicht in 
leistungsfahigen Zuchtsorten realisiert werden. Auch bei monokotylen Nutzpflanzen wie Mais 
und Zuckerrohr ist die Unterdruckung der Seitentriebbildung von Vorteil und. fur die 
20 gewerbUche Nutzimg sehr erwunscht. Zur Zeit wird bei dem in Mittel- und Nordeuropa 
ubUchen Gewachshausanbau z.B. der Tomate die Einstammigkeit dadurch erreicht, daB die 
Seitentriebe manuell entfemt werden- Da das Entfemen der Seitentriebe nicht maschinell 
ausgefuhrt werden VanTi^ ist dies mit einem hohen Kostenaufvvand verbunden. AuBerdem sind 
die Pflanzen an den Wundstellen fur Infektionen durch Pathogene wie" pathogene Bakterien, 
Viren und Pilze sehr en5)fanglich, weshalb die Entfemung der Seitentriebe haufig zu einer 
Ausbreitung von Krankheiten im Gewachshaus beitragt. 

Dagegen ist bei vielen Zierpflanzen die zusatzliche Ausbildung von Seitentrieben und als Folge 
davon eine vermehrte Btutenbildung erwunscht. Die vermehrte Seitentriebbildung ist ebenfalls 
30 bei verschiedenen Nutzpflanzen wie Kartoflfeln, dem Kaflfee- oder Teestrauch von hohem 
Nutzen. Es besteht somit ein Bedarf an kostengunstigen, leistungsfahigen Nutzpflanzen und 
* ij Zierpflanzen, in denen die Seitentriebbildung verstarkt oder unterdruckt ist. 

: Eine Inhibition der Ausbildung von Absdssionszonen ist in einer Reihe von Pflanzen von 
35 lateresse. Safuhrt der vorzeitige Abwurf von Fruchten bei 2Stmspflanzm"2xi Ertragsverlusten, 



die sich veihindem KeBen, wenn keine AbsdMiaaszoneii-^us^bildef^den- AhnHches findet 
dch auch bei anderen Obstsorten wie Kirschen, Pfirdclieii oder Johannisbeerea. Femer ist eine 
Inhibition der Ausbildung von Abscissionszonen z.B. in der Tomatenpflanze von VorteiL 
Werden die Absdsaonszonen nicht ausgebfldet, lost dcli die Frucht bei der Emte ohne Reste 
des Fruchtstiels md der Kelchblatter von der Pflanze. Diese Eigenschaft ist erwunscht, wenn 
die Tomaten maschinell geemtet und anschUeCend zu Produkten wie Tomatemnark verarbeitet 
werden, da die Kelchblatter und Fruchtstiele die Qualitat der Tomatenprodukte verschlechteni. 

Eine verstarkte Ausbildung von Abscissionszonen kann bei Zaerpflanzen dazu genutzt werden, 
daB die Bluten nach dem Abbliihen von selbst ab&llen und nicht wie bei vielen Balkon- und 
Gartenpflanzen manueU entfemt werden mussen. Falls dies unterbleibt, wird oft die Bildung 
neuer Bluten unterdruckt. 



Kurze Beschreibung der Erfindung 

Die IsoUerung und Klonierung des Z^-Gens wurde die MogUchkeit eroffiien, die Aktivitat 
dieses Gens geziek zu verandem und damit in transgenen Pflanzen die Anlage von 
Seitentrieben entweder zu unterdrucken oder zu verstarken. Femer wird die Moglichkeit 
eroffiiet, durch gezielte Veranderung der Aktivitat des I^-Gens die Bildung von 
Abscissionszonen in den Blutenstielen zu unterdrucken oder zu verstarken. Der Erfindung Uegt 
daher die Aufgabe zugrunde, das Ls-Gen. oder ein DNA-Fragment, das dieses Gen enthah, zu 
isoHeren, seine Sequenz zu bestimmen und ein Verfahren zur Erzeugung von transgenen 
Pflanzen bereitzustellen, in denen die Aktivitat des Ls-Gens geaelt verandert wurde, um die 
Anlage von Seitentrieben und/oder die Bildung von Abscissionszonen in den Blutenstielen 
entweder zu unterbinden oder zu verstarken. 

Die Aufgabe der Erfindung wird durch die Bereitstellung einer NuHeotidsequenz genoaB SEQ 
ID NO-1 und von Nuklebtidsequenzen, die mit der Nukleotidsequenz gemaB SEQ ID NO.l 
hybridisieren, gelost, wobei die Nukleotidsequenz gemaB SEQ ID NO.l und die 
Nukleotidsequenzen, die mit der Nukleotidsequenz gemaB SEQ ID NO.l hybridisierm. 
Polypeptide codieren, die fiir die Steuerung der Sdtentriebbildung und/oder 
Absdssionszonenbfldung verantwortiich smd. Der Ausdmck "Hybridisiermig" bezieht 
erfindungsgemaB auf konventionelle Hybridisierungsbedingungen, bevorzugt beaeht sicli; 
"Hybridisierung" auf seiche Hybridisierungsbedingungen, bei denen detTM-Wert im Berddi 
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von Tm -Wert 45°C bis Tm -Wert 68'*C fie^* BeOTn(fere*be^orzugr bekeht sich der Begriflf 
"Hybridisierung" auf stringente Hybridisierungsbedingungen. Femer betriffi die Erfindxing die 
durch die Nukleotidsequenzen codierten Polypeptide und AminosauresequeiizCTL 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung wird durch ein Verfahren zur Hersteflimg von Pflanzen 
mit gesteuerter Seitentriebbildung und/oder Abscissionszonenbildung gel5st, wobei die fiir die 
Steuerung der Seitentriebbildung d/oder Abscissionszonenbildung verantwortUdie 
exprimierbare DNA-Sequenz oder deren Fragment oder Derivat stabil in das Genom von 
Pflanzenzellen oder Pflanzengeweben integriert wird und die eriialtenen Pflanzenzeflen oder 
Pflanzengewebe zu Pflanzen regeneriert werden. 

In der vorhegenden Erfindung wird ein Verfehren bevorzugt, bei dem die integrierte DNA die 
Seitentriebbildung und/oder Abscissionszonenbfldiuig unterdruckt. Besonders bevorzugt ist ein 
Verfahren bei dem die integrierte DNA in Antisense-Orientierung zur kon5)lementaren, die 
Seitentriebbildung und/oder Abscissionszonenbildung steuemden, endogenen Sequenz 
exprimiert wird. Ebenfells besonders bevorzugt ist ein Verfahren bei dem die integrierte DNA 
in Sense-Orientierung zur kon:5)lementaren, die Seitentriebbildtmg und/oder 
Abscissionszonenbildung steuemden, endogenen Sequenz exprimiert wird. Weiterhin 
besonders bevorzugt ist ein Verfehren, bei dem die Seitentriebbildung und/oder 
Absdssionszonenbildnng durch ein Ribozym, umfassend die erfindimgsgemaBen DNA- 
Sequenzen oder deren Fragment oder Derivat, imterdruckt wird. Weiterhin besonders 
bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem die erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen oder deren 
Fragment oder Derivat eingesetzt wird, um das endogene Gen in Pflanzen durch homologe 
Rekombination auszuschalten ("knock-out"). 

In der vorUegenden Erfindung wird femer ein Verfahren bevorzugt, bei dem die ins Genom der 
Pflanzen integrierte DNA die Seitentriebbildung und/oder Abscissionszonenbildung verstarkt. 
Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem die erfindimgsgemafie DNA in Sense- 
Orientierung zur fur die Steuerung der Seitentriebbildung und/oder Abscissionszonenbildung 
verantworthchen endogenen Sequenz e:q)rimiert wird. 

Insbesondere bevorzugt ist das erfindungsgemafie Verfehren zur Herstellung von transgenen 
Tomaten- und Loweimiaulpflanzen. Insbesondere bevorzugt ist auch ein erfindxmgsgemaBes 
Verfahren zur Herstellung von transgenen Pflanzen, wobei die ins Genom der Pflanzen 
integrierte DNA die Sequenz gemaB SEQ IE) No. 1 oder deren Fragment oder Derivat mnfaBt, 



•••• 



• •<>• 

• •••• ♦ 



Oder konq)lementar zu dieser Sequenz ode* UeceH Fragment- oder-D'em^at ist, oder mil der 
Sequenz gemaJi SEQ ID No. 1 oder deren Fragment oder Deiivat liybridisiert und ein 
Polypeptid mit der biologisclien Aktivitat der Seitentriebbildung und/oder 
Abscissionszonenbildimg codiert. 

Die Erfindung betrifft weiterhin transformierte Pflanzenzellen oder transformiertes 
Pflanzengewebe, bei dem eine fiir die KontroHe der Seitentriebbildung und/oder 
Abscissionszonenbildung verantwortUche e>q)rimierbare DNA-Sequenz oder deren Fragment 
Oder Derivat stabil in das Genom der Pflanzenzelle oder das Pflanzengewebe integriert ist. Die 
Erfiadung betriflft femer Pflanzen sowie das Saatgut von Pflanzen, die nach dem 
erfindungsgemafien Verfahren erhaWich sind. 



Die Erfindung wird weiter durch die fplgenden Zeichnmigen erlautert. 

In Zeichnung 1 ist der Ablauf einer positionellen Klonienmg schematisch dargesteUt. 
In Zeichnung 2 ist (a) em Ausschnitt aus der von Tanksley et aL, 1992, Genetics, 132:1141- 
1160 verSffentlichten RFLP-Karte dargestellt. In (b) ist die Zj-Region nach Schumacher et aL, 
1995, MoL Gen. Genet., 246:761-766, in diese Karte integriert. 

Zeichnmig 3 zeigt die Kartienmg von cDNA- und Cosmid-Klonen aus der i^-Region. Die 
Cosmid-Klone A, B, C, D, E, F, G und L sowie der YAC-Klon CD61-5 sind durch Balken 
symbolisiert. Die Positionen der cDNA-Klone clO, c21, y25 mid ET and durch ofifene 
Rechtecke dargestellt. Die gestrichelten Lmien symbolisieren Rekombinationspunkte in den F2- 
Pflanzen 23, 24, 865 und 945. 

Zeichnung 4 zeigt die Autoradiographic einer Southern-Blot- Analyse zumNachweis vonlJ- 
verwandten Genen in verschiedenen Pflanzenarten. Genomische DNA aus Tomate {L. 
esculentum), Kartofifel .(5. tuberosum) und Lowenmaul {A. majus) wurde mit dem 
Restriktionsenzym EcoRI behandelt und mit dem cDNA-Klon ET hybridiaert. 
In Zeichnung 5 ist die Nucleotidsequenz mid die davon abgeleitete Aminosauresequenz des 
Wildtyp Ls-Gens aus der Tomate aufgefuhrt. 

Detaillierte Beschreibung der Erfindung . 

Die Methode der Klonienmg mehrerer hundert Kflobasen groBer DNA-Ffagmente ds 
kunstliche Hefe-Chromosomen (Yeast Artificial Chromosome: YACj in Saccharonryces 
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cerevisiae (Burke et al, 1987, Science;. 23^:806.812): erlai*f Sie Umsetzimg der 
physikalisclien Karte in eine Reihe uberlappender YAC-Klone, die das zu isolierende Gen 
uberspannen. Aus einer YAC-Bibliothek der Tomate (Martin et aL, 1992, MoL Gen. GeneL, 
233:25-32) warden Klone isoliert, die den RFLP-Marker CD61 enthielten. Durch Kartienmg 
der YAC-Endfragmente relativ zu den das Ls-Gen flanMerenden RFLP-Markem sowie zu den 
Rekombinationsbmclipimkten und zum Ls-Gen selbst wurde die Lage der isolierten DNA- 
Fragmente in der Ls-Region bestimmt. Dabei steDte sich heraus, daU der YAC-Klon CD61-5 
sowohl mit CD61 als auch mit CD65 hybridisierte und sonsit den gesamten genomischen 
Abschnitt einschliefilich des Ls-Gens enthalt. In Zeichnung 3 ist die Lage der Marker und des 
YAC-Klons schematisch dargestellt. 

Z\ir Identifizierung von innerhalb dieses YAC-Klons gelegenen kodierenden Regionen wurde 
dieser Klon als radioaktiv markierte Sonde zur Durchmusterung einer cDNA-Bibliothek 
(Simon, 1990, Dissertation, Universitat zu Koln, Koln, FRG) eingesetzt. Die verwendete 
cDNA-Bibliothek ist aus RNA sowohl aus vegetativen als auch aus floralen Sprofispitzen 
hergestellt worden imd reprasentiert somit die exprimierten Gene der Gewebe, in denen sich 
der Phanotyp der Zs-Mutation manifestieit. Eine Charakterisierung der cDNA-Klone durch 
kreuzweises Hybridisieren ergab, daC die gereinigten Klone insgesamt 29 verschiedene 
Transkripte reprasentierten. Bei der anschlieBenden Feinkartierung der cDNA-Klone relativ zu 
den Rekombinationsbruchpimkten im Intervall CD61-CD65 stellte sich heraus, dafi nur der 
cDNA-Klon y25 mit dem Z^-Gen kosegregierte und als Kandidat fur dieses Gen in Frage kanx 
Im AnschluB an die EtabHerung eines Cosmid-"Contigs" wurden auch Cosmid-Klone als 
Sonden eingesetzt, imi weitere cDNA-Klone aus dem CD61-CD65-Intervall zu isoHeren, die 
beim Durchmustem mit dem YAC-Klon CD61-5 als Sonde aufgnmd der hohen Korqplexitat 
der Sonde nicht nachweisbar waren. In diesen Experimenten wurden drei weitere cDNA-Klone 
(clO, c21 xmd ET) isoUert, die ebenMIs mit dem Z-s-Gen kosegregierten und als weitere 
Kandidaten fiir das Z^-Qen in Frage kamen. Es wurden somit insgesamt vier cDNA-Klone aus 
derZ^-Region identifiziert, die Kandidaten fur das Ls-Gen waren. Die Klone sind in Zeichnung 
3 durch oflFene Rechtecke dargestellt. 

aUm das Zj-Gen zusammen mit den fur die Steuenmg der Expression notwendigen 
. Proinotorsequenzen zu klonieren, wurde der cDNA-Klon y25 als Aiisgangspimit. fur die 
IsoUerung von kurzeren genomischen DNA-Fragmenten aus der Z^-Region benutet. Zu dies^ 
Zweck wurde eine genomische Cosmid-BibKothek der Tomate in dem Vektor pCLbb4541 , 
(Bent et air, 1994, Science, 265:1856-1860) etabUert. Dieser Vektor enthalt die zur 
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Pflanzeatransfonnation notwendigen T-D]*4.Wd^"'slqu«izen-li* erlaiibt dalier eine 
Einffihrung der isoKerten DNA-Fragmente in Pflanzenzenen ohne weitere Kloniermigsschiitte. 
Aus dieser Biblioliiek wurde in mehreren ublichen Klonieruiigss(Aitoea «ne Re^^ von 
uberlappenden Cosmid-Klonen isoHert. Die Kaitienmg dieser Cosnnd.Klone relativ zu den 
Rekombinationsbruchpunkten im untersuchten IntervaU zeigte, daB die isolierten genomischen 
DNA-Fragmente zusammen einen genonrischen Absdmitt von 60 kb zwischen den 
nachstgelegenen Rekombinationsbruchpunkten beiderseits des L^-Gen^:^berspamlen. Die Lage 
der Cosmid-Klone ist in Zeichnung 3 schematiscli dargestellt. 

Zur Untersuchung der Frage, ob ein Gen aus dem als Cosmid-"Contig" isolierten genomischen 
DNA-Abschnitt die in der Zs-Mutante fehlende biologische Funktion zur Anlage von 
Seitentrieben, Petalen und Abscissionszonen ersetzen kann (Kon^lementationsexperiment), 
wurde die &-Mutante mit den Cosmid-Klonen A, B, C. D. E, F, G und L transformiert. Bei 
alien Transgenen, die durch Einfuhiung der Cosmide A, B, C, D, E und F hergesteDt warden, 
konnte keine Veranderung des Phanotyps beobachtet werden. Dagegen war bei acbt 
unabhangigen transgenen Pflanzen, die entweder das Cosmid G oder L enthielten, eine partieUe 
Oder vollstandige Wiederhersteflung des Wildtyp-Phanotyps, zu beobachten. Die Ergebnisse 
der Komplementationsexperimente sind in Tabelle I aufgefuhrt. 



Cosmid 


Zahl der transformierten 
Pflanzen 


Zahl der komplementierten 
Pflanzen 


pCLD04541 


8 


0 


A 


5 


0 


B 


15 


0 


C 


5 


0 


D 


7 


0 


E 


2 


0 


F 


8 


-0 


G 


5 


■■ 3 


L 


11 


> 5 



TabeUe 1: Versuche zur Konq)lementation der /s-Mutante durch Coamd-Transformation 



Diese transgenen Pflanzen bflden wahrend depvegctativcff EnttvickhMg Steitentnebe imd in der 
BKitenentwickhing wieder Petalen und Absdssionszonen. Eine Southem-Blot-Analyse der 
transgenen Cosmid G oder Cosmid L enthahenden Pflanzen ergab, daB bei Pflanzen, die keine 
Konaqplementation zeigten, die T-DNA niir unvoHstandig ubertragen worden war. Somit ist 
gezeigt worden, daB die eingeffihrten DNA-Fragmente die in der Mutante nicht vorhandene 
genetische Information ziir Anlage von Seitentrieben, Petalen xind Absdssionszonen 
korcplementieren konnen. 

Aufgrund von Korc5)lementationsexperhnenten roit Subfragmenten des Cosmids G lieB sich der 
DNA-Abschnitt, in dem das Ly-Gen liegt, genaner bestimmen. Wahrend nach Transformation 
mit DNA-Fragmenten, die das zuvor identifizierte Gen c21 enthiehen, keine Konq)lemetation 
des /5-Phanotyps beobachtet wurde, konnte durch Einfuhrung eines ca, 6 Kb-Fragments, das 
das Gen ET tragt, in zwei unabhangigen transgenen Pflanzen der Wildtyp-Phanotyp 
wiederhergestellt werden. Eine DNA-Sequenzanalyse ergab, daB das ET-Gen der Zs^-Mutante 
eine Deletion von 1550 Bp tragt, die die ersten 185 Aminosauren des Proteins md 865 Bp der 
davor gelegenen Seqnenz entfemt. Ein zweites unabhangiges mutantes AUel, Is^, enthalt ein 3 
Bp-Insertion und mehrere Punktmutationen in einem kurzen DNA-Abschnitt, von denen eine 
zu einem Abbruch des Proteins nach 24 Aminosauren fuhrt. Aus den 
Konq)lementationsexperimenten und der Isolierung und Kartierung der cDNAs, sowie den 
Sequenzanalysen des Gens ET aus dem Wildtyp und zwei unabhangigen &-Allelen ergab sich, 
daB der cDNA-Klon ET die gesamte codierende Sequenz der mRNA des Z*y-Gens 
reprasentiert. 

Zui Untersuchimg der Frage, ob ahnliche oder homologe Gene auch in'anderen Pflanzenarten 
vorkommen, wurde der cDNA-Klon ET als Hybridisierungssonde in Southem-Experimenten 
unter reduzierter Stringenz eingesetzt. Der Ausdmck "Pflanze" unfaBt, wie er hier verwendet 
wird, monokotyle und dikotyle Nutz- und ZieipflanzeiL Der Begriff der "reduzierten 
Stringenz" betriflft hier ubliche Hybridisierungsbedingungen mit der Abweichung, daB die 
Hybridisienmgstenq)eratur zwischen 50°C und 55°C lag. In Kartofifel {Solamim tuberosum) 
und Lowenmaul {Antirrhinum majus) konnten mehrere DNA-Fragmente nachgewiesen 
werden. Aus Lowenmaul imd Arabidopsis {Arabidopsis thaliand) wurden durch 
Hybridisienmg bei 55°C mehrere genomische Klone isoliert. Eine DNA-Sequenzanalyse ergab, 
daB der isolierte Ldwenmaul-Klon signifikante Sequenzhomologien zum L5-Gen besitzt. 
Homologe Gene zum Ls-Gen der Tomate konnen demnach unter Verwendung des cDNA- 
Klons ET als Sonde nach ubfichen Verfahren isoliert werden. ~~ 



Die vorliegende Erfindung betrifft femer DNA-Sequenzen, die aus einem pflanzUchen Genom 
stammen md ein Protein kodieren, das zur Steuerung der Seitentriebbildiing md/oder Bildung 
von Petalen und/oder Bildung von Abscisdonszonen notwendig ist. Die in der 
Nukleotidsequenz enthaltene Information fuhrt bei Einfuhrung und Expression in pflanzlichen 
ZeUen zur Bildxing einer Rfljonukleinsaure. Uber diese Ribonukleinsaure kann eine 
Proteinaktivitat in die ZeUen eingeffihrt oder eine endogene Proteinflktivitat unterdruckt 
werden. Besonders bevorzugt ist eine DNA-Sequenz gemafi SEQ ID No. 1 aus Lycopersicon 
esculentum, die in Zeichnung 5 dargestellt ist. 

Dariiber hinaus betrifft die vorUegende Erfindung die Verwendung der eifindungsgemafien 
DNA-Sequenzen oder Fragmente oder Derivate. die durch Insertion, Deletion oder 
Substitution von diesen DNA-Sequenzen abgeleitet sind, zur Transformation von 
Pflanzenzellen. Die erfindungsgemafien DNA-Sequenzen kSnnen unter Verwendung 
verscMedener Verfahren eingesetzt werden, um die Bildung von Seitentrieben und somit 
Verzweigungen des SproCsystems und/oder Abscisdonszonen zu unterdrucken: 

1. Um die Bildung von Seitentrieben und/oder Abscisdonszonen zu unterdrucken, kann die 
erfindungsgemaUe DNA-Sequenz in Antisense (Gegendnn)- oder Sense (Sinn>Orientierung in 
ubUcbe Vektoren (z.B. Plasmide) kloniert werden und dabei mit Steuerelementen fur die 
Expression in pflanzlicben Zellen, wie Promotoren und Terminatoren, kombiniert werden. Mit 
den hergestellten Vektoren konnen pflanzUche Zellen transformiert werden mit dem Ziel, die 
Synthese des endogenen Proteins zu verhindem. Zu diesem Zweck konnen auch kiirzere Teile 
der erfindungsgemafien DNA-Sequenz,"^ also Fragmente, oder DNA-Sequenzen mit 
SequenzahnKchkeit von 50% bis 100%, also Derivate, verwendet werden. Die gezielte 
Unterdruckung einer Genaktivdtat in pflanzUchen Zellen durch Einfuhrung von Antisense- oder 
Sense-Konstrukten ist_.ein ubliches Veifahren, das in vielen Fallen erfolgreich eingesetzt 
worden ist (Gray et al. , 1992, Plant. MoL BioL, 19:69-87). 

2. Weiterhin kann die Bildung von Seitentrieben und/oder Abscisdonszonen durch Expresdon 
eines fur diesen Zweck konstruierten Ribozyms unter Verwendung der eifindungsgemafien 
DNA-Sequenzen inhibiert werden. Die Herstellung und Verwendung von Ribozymen wird in 
de Feyter et al., 1996, MoL Gen. Genet., 250:329-338 fiir Tabakmosaikvirus-redstente 
Tbmaten- und Tabakpflanzen beschrieben- 
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3. AuBerdem kam die erfindimgsgemaBe D>{A-5eftire!|z AWWeaaertOerflexi, urn das endogene 
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Gen zu inaktivieren. Anhand der erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen konnen Oligonukleotide 
synthetisiert werden, um Pflanzen im Rahmen von Mutagenesee?q)erimenten mit HSlfe der 
PCR-Technik auf die Anwesenheit von Insertionen (z.B. transponierbare Elemente oder die T- 
DNA von Agrobacterium tumefaciem) miLs-Osn zu testen. Durch solche Insertionen wird die 
Genaktivitat in der Regel blockiert (Koes etcd,; 1995, Proc. NatL Acad. Sci USA, 92:8149- 
8153). ^ 

4. Ebenfalls VflTin die erfindmigsgemafie DNA-Sequenz eingesetzt werden, mn das endogene 
Z5-Gen durch homologe Rekombination auszuschalten ("knock-out"). Dieses Verfahxen wurde 
bei Mausen erfolgreich eingesetzt und ist auch fur die Anwendimg in Pflanzen von Miao imd 
Lam, 1995, Plant. X, 7:359-365 beschrieben worden. 

Im Gegensatz zur Tomate und anderen Nut2pflanzen werden bei Zierpflanzen (z.B. Geranien, 
Fuchsien, Chrysanthemen) haufig Phanotyp en b evorzugt, die aufgrund einer starken 
Entwicklung der Seitentriebe einen buschigen Wuchs zeigen. Um diese Wuchsformen zu 
erzeugen, werden die Pflanzen heute entweder dekapitiert, was das Austreiben der 
Seitenachsen fbrdert, oder mit bestiromten Chemikalien behandelt. Auch diese Praxis ist mit 
einem betrachtlichen finanziellen Aufwand- verbimden. Die erfindxmgsgemaBe Herstellung von 
transgenen Pflianzen mit buschigen Wuchsformen stellt in diesen Fallen eine kostengiinstigere 
Altemative dar. 

Eine verstarkte AusbUdimg von Abscissionszonen kann bei Zierpflanzen dazu genutzt werden, 
daU die Bluten nach dem Abbliihen von selbst abfallen und nicht wie bei vielen Balkon- und 
Gartenpflanzen manuell entfemt werden mussen. Falls dies miterbleibt, wird oft die Bildimg 
neuer Bluten xmterdruckt. 

Zur Herstellung von transgenen Pflanzen mit starker Seitentriebentwicklimg und/oder 
Abscissionszonenbildtmg wird die erfindungsgemaCe DNA-Sequenz oder deren Fragment oder 
Derivat, das dxirch Insertion, Deletion oder Substitution von dieser Sequenz abgeleitet ist, in 
Sense- Orientierung in Plasmide eingebracht und mit Steuerelementra fiir die E?q)ression in 
pflanzlichen Zellen kombiaiert. !NGt diesen Plasmiden konnen pflanzliche Zellm transformiert 
werden, mit dem Ziel der Expression einer transiatierbaren Botenribonukleinsatire (mRNA), 
die die Synthese eines Proteins erlaubt, welches die Bildimg und Entwicklung von 
Seitentrieben und/oder Abscissionszonen stimuliert. ~ 



Die erfindimgsgemaBe DNA-Sequenz oder Fragmente oder Derivate, die durch Insertion, 
Deletion oder Substitution von dieser Sequenz abgeleitet sind, konnen daza gopitzt werden, 
aus dem Genom der Tomate oder anderer Pflanzen homologe oder aLnfiche DNA-Sequenzen 
zu isolieren, die ebenfeUs die Bildung von Seitentrieben und/oder Absdsaonszonen 
beeinflussen. Zu diesem Zweck'konnen die erfindungsgemaUe DNA-Sequenz oder Fragmente, 
Z.B. Ofigonukleotide, oder Derivate als Sbndemnolekale (engL: probe) eingesetzt wCTden, urn 
nach ubHchen Verfahrea cDNA-BibUotheken oder genomisclie DNA-Bibfiotheken der zu 
durchmustemden Pflanzen abzusuchen. Altemativ dazu konnen von der erfindungsgemaUen 
Sequenz degenerierte oder nicht degenerierte OUgonukleotide (Primer) abgeleitet werden, die 
zur Durchmusterung dieser cDNA-BiT)Uotheken oder genomischen DNA-Bibfiotiieken auf 
PCR-Basis benutzt werden konnen. Die so isoKerten verwandten DNA-Sequenzen konnen 
ebenso wie die erfindimgsgemafien DNA-Sequenzen zur Inhibition oder Stimulation der 
Seitentiiebbildung und/oder Abscissionszonen bei Pflanzen eingesetzt werdoi. 

Zur Expression der erfindungsgemaUen DNA-Sequenzen in Sense- oder Antisense- 
Orientierung in pflanzlichen ZeUen sind einerseits Transkriptionspromotoren und andererseits 
Transkiiptionsterminatoren notwendig. Promotoren und Terminatoren sind in grofier Zahl in 
der Literatur beschrieben (z.B. Koster-Topfer et al., 1989, MoL Gen. Genet., 219:390-6; 
Rocha-Sosa et al., 1989, EMBO J., 8:23-29). Die transkriptionellen Start- und 
Terminationsbereiche konnen entweder aus der Wirtspflanze oder aus einem heterologen 
Organismus stammen. Die DNA-Sequenzen der Transkriptionsstart- und 
Transkriptionsterminationsregionen k6nn^ synthetisch hergestellt oder naturHch gewonnen 
sein Oder eine Miscbung aus syntbetischen und naturlichen DNA-Bestandteilen enthalten. 

Verfehren zur genetischen Modifikation sind sowohl fiir dikotyle als auch fur monokotyle 
Pflanzen beschrieben worden (Gasser und Fraley, 1989, Science, 244:1293-1299; Potrykus, 
1991, Ann. Rev. Plant. MoL BioL Plant. PhysioL, 42:205-226). Neben der Transformation mit 
HiMe von Agrobacterium tumefaciens (Hoekema, 1983, Nature, 303:179-180; Filatti et aL, 

; 1987, Biotech., 5:726-730) kann DNA durcli Transformation von Protoplasten, 
Mikroinjektion, Elektroporation oder ballistiscbe Methoden in Pflanzenzellen eingeffihrt 

ijf werden. Zur Selektion von transformierten Pflanzenzellen wird die einzufiihrende DNA mk 

^* einem Selektionsmarker gekoppek, der den Zellen eine Resistenz gegenuber Antibiotika (z.B,; 

t '^Kanamycin, Hygromycin, Bleomycin) verleiht. Aus den transfomiierten Manzenzellen konnen 
• dann in emem ubUchen Selektionsmedium ganze Pflanzen regraeriert werden. Die 



• • • • • . • 

• ••• • • • • • • • 

; • • • • •••• • • 

Regeaerienmg von Pflanzenzellen ist besclui6t6a^^B.*ia'de{ EP-B*0 342 236, auf die hier 
speriell Bezug genommeii wird. Die so . edialteaen Pflanzen werden mit ubKchen 
molekularbiologisdiea Methoden auf Anwesenheit iind Intaktheit der eingefuhrten DNA 
getestet. Ist die eingefiaute DNA eimnal im Genom integriert, so ist sic dort in der Kegel stabil 
und wird an die Nachkommen vererbt. Von den so etbaltenen Pflanzen kann dann mdt den 
ublichen Verfahren Saatgut erhalten werden. 

Die folgenden Beispiele erlautem die ErSndung. Die Beispiele sind nicht einschrankend 
aufeufassen. Wenn nicht anders angegeben warden molekularbiologische Standardmethoden 
benutzt, wie von Sambrook et aL, 1989, Molecular cloning: A Laboratory Manual 2. Auflage, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York beschrieben. Southem- 
Hybridisierungen wurden in 6 x SSPE (0,9 M NaCl, 50 naM NaH2P04 x H2O, 5 mM EDTA, 
0,1% BSA, 0,1% FicoU, 0,1% PVP, 0,5% SDS, 100 pig/ml Kalbsthymus-DNA) mit einer 
Hybond N^ Membran (Amersham) durchgefiihrt. Plaque-Hybridisierungen wurden in 6 x SSPE 
(1,08 M NaCl, 60 mM NaH2P04 x H2O, 6 mM EDTA, 0,1% BSA, 0,1% FicoU, 0,1% PVP, 
0,1% SDS, 200 ng/ml Kalbsthymus-DNA) init einer Hybond N^ Membran (Amersham) 
dmrchgefuhrt. 

Beispiel 1 

Isolierung von YAC-Klonen aus Z*y-Region der Tomate 

Aus einer YAC-Bibhothek der Tomate (Martin et al, 1992, MoL Gen. Genet., 233:25-32) 
wurden Klone isoliert, die den Marker CD61 enthielten. Hierzu wurden zunachst DNA- 
Gemische, die von jeweils einer Mikrotiterplatte mit 96 YAC-Klonen stammten, ndttels des 
ublichen PCR-Verfahrens untersucht. So konnten unter 144 solcher DNA-Gemische neun 
identiJBziert werden, diejooit den Primem CD61-F und CD61-R ein PCR-Produkt ergaben. Die 
Isolierung der Einzelklone erfblgte mittels Koloniehybridisierung bzw. mittels eiaer PCR, bei 
der die DNA der Klone einer Reihe bzw. Spalte einer Mikrotiter-Platte als Gemisch eingesetzt 
wurde. Einzelklone wurden so unter 96 Klonen einer Platte mittels 20 PCR-Reaktionen 
identifiziert, Es wurden insgesamt ffinf YAC-Klone identifiziert, deren InsertgroBe mittels 
Pulsfeldgelelektrophorese (Chu et aL, 1986, Science, 234:1582-1585) zn 280-320kb bestimnflt^ 
wiirde. In PCR und Southem-Experimenten wurde ge2eigt,/daJB* der YAC CD61-5 neben* 
CD61 auch den zweiten flankierendea Marker CD65 trug und somit den Ls-Locus 
uberspannte.- . /. - 



Beispiel2 

Isolierung von cDNA-Klonen der Ls-Region der Tomate 



Fur die Herstellung einer Hybridisienmgssonde wurde DNA des YAC-Klons CD61-5 nach 
Auftrennung mittels Pulsfeldgelelektrophorese isoHart. Die Auftremiimg auf diesem Pulsfeldgel 
erlaubte jedoch nm eine relativ grobe Praparation, so daB die eingesetzte Sonde neben dem 
YAC-Klon CD61-5 audi Anteile von DNA der Hefe-Chromosomen m (360kb) und VI 
(280kb) enthielt. Nach radioaktiver MaxMerung wurde diese DNA als Sonde fur das Screening 
von 5x10^ pfu (plaque forming units) in einer konventionellen Plaqueliybridisierung eingesetzt. 
Die Hybridisiening mit der YAC-Sonde lieferte eine Vielzahl von Signalen unterschiedlicher 
Intensitat. Fur das Rescreening warden 50 Plaques verschiedener Signalstarken ausgewahlt 
und 44 aufgereinigte Klone konnten anscUiefiend mittels kreuzweiser Hybiidisierung gruppiert 
werden. 23 der 44 aus dem Rescreening hervorgegangenen Klone waren nur einmal vertreten. 
Insgesamt wurden bei diesem Screening 29 verschiedene Transkrq)te identifiziert. Nach der 
EtabUerung eines Cosmid-"Contigs" wurde die cDNA-Bibhothek nochmals mit den Cosmid- 
Klonen als Sonden duxchmustert, um weitere cDNA-Klone zu isofieren, die beim Screening mit 
dem YAC61-5 als Sonde aufgnmd der hohen Konq)lexitat der Sonde nicht nachweisbar waren. 
In diesen Experimenten wurden drei weitere cDNA-Klone isoUert. Insgesamt wurden somit 32 
verschiedene Transkrq)te nachgewiesen. 

Beispiel 3 

RFLP-Kartierung der isolierten cDNA-Klone 

Von den 30 identifizierten Transkripten zeigten 22 fur "single"- oder "low-copy"- Sequenzen 
typische Hybridisierungsmuster, die eine RFLP-Kartierung erlaubten. In einer ersten RFUP- 
Analyse wurden die-isoUerten cDNA-Klone gegen Filter hybridisiert, die mit den 
Restriktionsenzymen EcoRI, EcoRV und Xbal verdaute DNA aus L. esculentum. L. permellii 
sowie aus der Ruckkreuzungslinie IL83 (Eshed et al., 1992, Theor. AppL Genet., 83:1027- 
1034) trugen. Diese linie, bei der das distale Ende von Chromosom 7 aus L. permellii stammt, 
wahrend der Rest des Genoms aus L. esculentum-Oaomosovaso. besteht, erlaubt bei VorKegen 
. eines Polymorphisimis zwischen L. esculentum und L. permellii eine erste Grobkartierung. 
Stamnte ein potymoxphes DNA-Fragment aus der L^-Region, so zeigte die linie IL83 das £, 
/7e««e//H-Allel, wahrend fur Fragmente aus dem Rest des Genoms das L. esculentum-AM. 
auftrat. Auf -diese Weise wurden vier cDNA-Klone ideaitifiziert, die nicht von Chromosom 7^ 
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stanunen. Die Feinkartierung der 18 veible ^ nait te xi cDNA-Klone,'*die* von Chromosom 7 
stammen, erfolgte uber die RFLP-Analyse der Pflanzen W23 imd W24, welche 
Rekombinationsereigaisse im laterval CD61-Ls bzw. Ls'CD65 trugen. Da Kandidaten fiir das 
£5- Gen in dieser Analyse in Pflanze W23 sowohl das L. esculefttum- als auch das L. petmelliU 
spezifische Fragment zeigten, wahrend m Pflanze W24 nur das L. e^cw/en/um-spezifische 
Fragment anftrat, wmrden die cDNA-Klone gegen Filter hybridisiert, die mit EcoRI, EcoRV 
Oder Xbal gespaltene genomische DNA der beiden Ekemspezies sowie der beiden 
Rekombinanten W23 und W24 trugen. Anf diese Weise wurden insgesamt vier cDNA-Klone 
identifiziert, die mit dem Ly-Gen kosegregierten, \md soirdt als Kandidaten fur das Z^-Gen in 
Frage kamen. 

Beispiel4 

Erstellmig mid Durchnmstermig einer genomischen Cosmidbank der Tomate 

DNA des T-DNA/Cosmidvektors pCLD04541 (Bent et aL, 1994, Science, 265:1856-1860) 
wm^de nach dem Protokoll von Sambrook et al,, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory 
ManuaL 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 
isoliert, uber zwei CsCl-Gradienten gereinigt und uber 3 Tage gegen TE dialysiert. Die DNA 
wurde mit BamHI vollstandig gespalten mid anschJieBend mit alkalischer Phosphatase 
dephosphoryliert, um eine Autoligation des Vektors zu verhindem. 200ng genomische Mbol- 
partialverdaute Tomaten-DNA und 2mg Vektor-DNA wurden mit T4-DNA-Ligase in 10ml 

UN bei 16^C ligiert, 3ml des Ligationsansatzes wurden zur Veipackung eingesetzt und in 
E,coli SURE (Stratagene) transfiziert, Der Ansatz ergab 6x10^ miabhangige rekombinante 
Bakterien, Es wurden 100 Flatten mit jeweils 2500 cfii (colony forming units) plattiert und mit 
jeweils 10ml LB-Medium abgeschwemmt. Aus diesem Material wurde jeweils eine 
Glycerinkultur angelegt xmd eine DNA-Praparation durchgefuhrt. Diese 100 DNA-Pools 
wurden mittels einer PCR-Analyse durchmustert. Positive Pools wurden dann einer 
Koloniefilterhybridisierxmg zur Identifizierung der positiven Einzelldone miterzogen. 

Beispiel 5 

Klonienmg und Sequenzierung des Z^-Gens 

Das Insert des cDNA-Klons ET, der bei der Durchmustenmg der cDNA-Bank mit Cosmid G^ 
als Sonde isoliert wurde, wurde mit EcoRI ausgesdmitten xmd in den:V^or pGEM-llZfl[+) 
kloniert. Das fehlende 5'-Ende des Gens wurde mit HBlfe der RACE-Technik (Frohman et al ^ 



.18:... , i 

1988, Proc. NatL Acad. ScL USA 85:8998-9Q02)is61ieA,ffier6ei wueJe ausgehend von emem 
OUgonukleotid, das spezifisch an schon bekannte Bereiche des Gens bindet, eine 
konq)lementare DNA (cDNA) zur RNA hergestelh. AnscMeBend wurdeii mit Tenmnalor 
Transferase Desoxycytosinnukleotide an die cDNA angehangt. Mit einem zweiten 
genspezifischen Primer und einem Primer der an den Polydesoxycytosinscliwanz bindet, wurde 
das 5'-Ende der cDNA mittels PGR ampMziert und in den Plasmidvektor pGEM-T Moniert. 
AnscUieCend wurden die langsten dieser RACE-Klone sequenziert. Parallel zur Analyse des 
cDNA-Klons ET wurden Subfragmente des entsprecbenden genonrisdien Bereichs des 
Cosmids G isoHert und in die Plasmidvektoren pGEM-4Z bzw. pSPORTI umkloniert. 
Uberlappende Subfragmente wurden anscUieBend sequenziert. Die genonrische Sequenz zeigte 
keine Abweichung zur Sequenz des cDNA-KIons, was bedeutet, daB das Ls-Gen kein Intron 
besitzt. Desweiteren wurden die entsprechaiden Genomabschnitte der beiden Mutanten Is' und 
Is^ mittels PGR mit geeigneten Primem aus den genomiscben DNAs anq)Iifiziert und in den 
Vektor pGEM-T kloniert. Die Sequenzanalyse dieser Produkte zeigte beim Is'-ASLd eine 
Deletion von 1,5 Kb im Vergleicb zur Wildtyp- Sequenz. Neben dem Verhist der Nukleotide 1- 
685 des ofFenen Leserasters fehlen der &'-Mutaate demnach auch 865 Basenpaare der 5' vom 
offenen Leseraster gelegenen Region, die wahrscheinfich eine regulatorische Funktion 
(Promoter) fur die E?q>ression besitzt. Es ist daher anzunehmen, daB die /s^-Mutante kein 
firnktionsfahiges Protein des Ls-Geas mehr bilden kann. Im Is^-AJiel wurde eine Insertion von 3 
Basenpaaren sowie 3 Basenaustausche im 5'-Bereich des offenen Leserasters gefimden. Einer 
der Basenaustausche fiOirt zu einem Stopcodon, das einen Abbruch der Amino saurekette nach 
24 Amino sauren zur Folge hat. Auch hier muB von einem funktionslosen Protein ausgegangen 
werden. Die Vektoren pGEM-llZfi:+), pGEM-4Z, pGEM-T wurden von der Fa. Promega 
Corp., Madison, USA, der Vektor pSPORTI von der Fa. Life Technologies, Eggenstein, 
bezogen und nach Angaben der HersteUer verwendet. 

Beispiel 6 

Isolierung eines Z»j-verwandten Gens aus Lowemnaul (Antirrhinum majus) 

Mit dem cDNA-Klon ET als Sonde wurde eine genomische Phagenbibliothek aus Antirrhinum 
majus durchmustert. Die Hybridisierung erfolgte bei 55°C, d.h. unter reduzierter Stringenz. In 
diesem Experiment wurden 14 Klone isoHert, von denen der Klon HH13, der die starksten 
Hybridisierungssignale zeigte, weiter charakterisiert wurde. Die nach Umklonierung des 
Phageninserts in den Plasmidvektor pCffiM-llZJ9[+) durchgeffihite Sequenzanalyse zeigte, daB 
das hso^^n^Antirrhinum maJus-Gea. hohe SequenzahnHchkeit mit dem Z^-Gen aus der Tomate 
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besitzL loneriialb der beiden Sequenzen koim{ea*Sereicke identifiziert werden, in denen die 
abgeleitete AminosaiireseqxLeQz voUstandig konserviert ist. 

Beispiel 7 

5 Transformation von Pflanzm mit i^-cDNA-Koiisti^^ 

Die Z-y-cDNA wurde aus dem Plasmid GSET8 nrit Sall/SstI (fur Sense-Konstnikt) bzw. 

Xbal/SstI (fiir Antisense-Konstrukt) herausgeschnitten und in den XhoFSstI (Sense- 

Konstmkt) bzw. Xbal/Sstl (Antisense-Konstrukt) geschnittenen 

10 Pflanzentransformationsvektor pBIR (Meissner, 1990, Dissertation , Universitat zu Koln, 

Koln) ligiert. Bei den erhaltenen Klonen liegt die cDNA entweder in Sense-oder in Antisense- 

Orientierung zwischen dem Promotor und der Polyadenylierungsstelle des 3 5 S- Gens des 
^ Blumenkohl-Mosaikvirus vor. Die erhaltenen Sense- bzw. Antisense-Plasmide wurden durch 

direkte Transformation in den Agrobacterium tumefaciens Stamm GV3101 (Koncz und Shell 
15 et al., 1986, MoL Gen. Genet., 204:383-396) eingefuhrt. AnschlieBend wurden die T-DNAs 

der beiden unterschiedlichen Konstrukte in Blattstucke von Tomate imd Tabak nach Fillatti et 

al., 1987, Biotech., 5:726-730 transformiert. 
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SEQUENZPROTOKOLIi 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Nikolaus (Klaus) Theres 

(B) STRASSE: Schiffgesweg 30 

(C) ORT: Pulheim 

(D) BUNDESLAND: NRW ' . 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 50259 

(G) TELEFON: 02234-89386 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Pflanzen mit gesteuerter 
Seitentriebbildung und/oder gesteuerter Anscissionszonenbildung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 , 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 172 9 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

{ C ) STRANGFORM : Doppe 1 s t r ang 
( D ) TOPOLOGIE : 1 inear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
CCTCTGTCCT TCCCCCCAGG TCCCCTTTTT TTCCTTTCTC TCTCTCCTTT ATTTCTCTTT 
TCATAAGCAT ATTCTTTCTC TCTCTAGGGT TTTCACTTTC ACCTGAAATA GTGTTGTTAA 
ATTGAATGAT ATGTTAGGAT CCTTTGGTTC TTCATCATCT CAATCTCACC CTCATCATGA 
TGAAGAATCT TCTGATCATC ATCAACAGCG TAGATTCACC GCTACTGCTA CAACTATCAC 
CACCACCACC ATCACTACCT CACCAGCTAT TCAAATCCGC CAGCTACTCA TTAGCTGTGC 
GGAGTTGATT TCGCAGTCCG ATTTCTCGGC CGCGAAAAGA CTCCTTACTA TATTATCAAC 

' TJ^CTCATCT CCTTTTGGTG ATTCIAACTGA ACGGTTAGTC CATCAATTTA CTCGCGCACT . 

/ TTCCCTTCGT^CTCAACCGCT ATATATCGTC AACCACCAAT CATTTCATGA ^ CACCTGTTGA . 
AACAACTCCA~ACTGATTCTT CTTCTTCGTC ATCATTAGCT CTAATTCAAT CATCATATCT. 
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ATCTCTAAAC CAAGTTACCC CTTTCATAAG GTTTACTCAA TTAACCGCTA ATCAAGCGAT 600 

TTTAGAAGCG . ATTAACGGTA ATCATCAAGC AATCCACATC GTTGATTTCG ACATTAATCA 660 

CGGGGTTCAA TGGCCACCGT TAATGCAAGC ACTAGCTGAT CGTTACCCTG CTCCCAOTCT 720 

TCGAATCACC GGTACTGGAA ATGACCTTGA TACCCTTCGT AGAACAGGTG ATCGTTTAGC 780 

TAAATTTGCT CACTCATTAG GGTTGAGATT TCAATTCCAT CCTCTTTATA" TAGCCAATAA 840 

TAACCACGAT CACGATGAAG ATCCTTCTAT TATTTCCTCC ATTGTACTAC TCCCTGATGA 900 

AACCCTAGCT ATCAACTGTG TTTTCTACCT CCACCGCCTT TTAAAAGACC GCGAAAAGTT 960 

AAGGATTTTT TTGCATAGGG TTAAGTCAAT GAACCCTAAA ATTGTTACAA TCGCGGAGAA 1020 

GGAAGCAAAT CATAACCATC CTCTTTTTTT ACAAAGATTC ATCGAGGCGT TGGATTATTA 108 0 

TACAGCTGTG TTTGATTCAC TGGAAGCTAC ATTGCCACCG GGTAGTCGAG AGAGGATGAC 1140 

AGTTGAACAA GTGTGGTTTG GGAGAGAGAT TGTTGATATC GTTGCGATGG AAGGAGATAA 12 00 

AAGGAAAGAA AGACATGAAA GGTTTAGATC ATGGGAAGTT ATGTTGAGGA GTTGTGGATT 1260 

TAGTAATGTT GCTTTAAGCC CTTTTGCATT ATCACAAGCT AAGCTTCTTT TGAGACTTCA 1320 

TTATCCTTCT GAAGGCTATC AACTCGGAGT TTCGAGTAAT TCTTTCTTCT TAGGTTGGCA 13 80 

AAATCAACCC CTTTTCTCCA TCTCGTCTTG GCGTTGAGAA AAACTATCAA ATAGCCAACT 1440 

TCAGAGGGTA ATTAAGACTA CTGATAGTTT AGGAGGGATC TGAAGAAAAC GCGTGGAGTG 15 00 

AAAACCCTAA ATAACCAGAT TTTCTAATGA AGTTGTAGTA GTAGAAATTT GCATGGTGAA 1560 

GAACAATATT GAAGAGGTAT TGAAATTTCA TGTTTTTTTT GTTTTACTTA TTGATATGAA 1620 

TGTTTTAAAA TTTTTAACAT AGAGGACTAG GTTGATGATA TATAGTATTT AAGTTAACTA 1680 

GTCTTTGTAT AACGCAAGAT CTTGATCAAC TTATTTTTAT TTTTAATTA 1729 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 2: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 428 Aminosfiuren 

(B) ART: AminosSure * 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:,;, I • 

Met Leu Gly Ser Phe Gly Ser Ser Ser Ser Gin Ser His Pro His His 

1-: • , 5-. ■■ 10 

^ ; ASP Glu Glu ser Ser Asp His His Gin Gin Arg Arg Phe Thr Ala Thr 

. 20 . 25 30 

Ala Thr Thr lie Thr Thr Thr Thr He Thr Thr Ser Pro Ala He Gin 
10 35 40 45 

He Arg Gin Leu Leu He Ser Cys Ala Glu Leu He Ser Gin Ser Asp 
50 55 60 

15 Phe ser Ala Ala Lys Arg Leu Leu Thr He Leu Ser Thr Asn Ser Ser 

65 70 75 80 

Pro Phe Gly Asp Ser Thr Glu Arg Leu Val His Gin Phe Thr Arg Ala 
85 90 95 

20 

Leu Ser Leu Arg Leu Asn Arg Tyr He Ser Ser Thr Thr Asn His Phe 
100 105 

Met Thr Pro Val Glu Thr Thr Pro Thr Asp Ser Ser Ser Ser Ser Ser 
25 115 120 125 

Leu Ala Leu He Gin Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Asn Gin Val Thr Pro 
130 135 140 



Phe He Arg Phe Thr Gin Leu Thr Ala Asn Gin Ala He Leu Glu Ala 
.145 150 155 160 

He Asn Gly Asn His Gin Ala He His He Val Asp Phe Asp He Asn 
165 170 175 

His Gly Val Gin Trp Pro Pro Leu Met Gin Ala Leu Ala Asp Arg Tyr 
180 185 190 



Pro Ala Pro Thr Leu Arg He Thr Gly Thr Gly Asn Asp Leu Asp Thr 
— 0 195 ^0 205 - 

Leu Arg Arg Thr Gly Asp Arg Leu Ala Lys Phe Ala His Ser Leu Gly 
210 . 215 220 



Leu Arg Phe Gin Phe His Pro Leu Tyr He Ala Asn Asn Asn His Asp 
225 ._. 230 235 240 

His Asp Glu Asp Pro Ser He He Ser Ser He Val Leu Leu Pro Asp 
245 250 255 

Glu Thr Leu Alalia Asn Cys Val Phe Tyr Leu His Arg Leu Leu Lys 

■ ••• •■ ■■ ■ ■ 260 • 265 270 



.. '-^^^^^^ Leu Arg He Phe Leu His Arg Val Lys Ser Met Asn 

r-F- sVX- •-.:y:V^^^^ 280. ■ ■■ 285 : .. ' .■• 



Prci' Li^^ lii' Vai:Thr He Ala Glu Lys Glu Ala Asn His Asn His Pro . ■ /rj ^tg^: 



290' viv 



295 300 ■■- . 



60 Leu ' Phe" L^" Gin Arg Phe He Glu Ala Leu Asp Tyr Tyr Thr Ala Val . ' . [ ^iii^^^ 
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305 



310 



m • 



•1 • 

• 320 




Phe Asp Ser Leu Glu Ala Thr Leu Pro Pro Gly Ser Arg Glu Arg Met 

: ■ 330 - ^ • : .'w^r^S^p^ 

Thr Val Glu Gin Val Trp Phe Gly Arg Glu lie Val Asp Ile^ Varr-A,la : ■ 

340 345 ,.'\^^9'^i::?^^Jf^d^' 
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Met Glu Gly Asp Lys Arg.Lys Glu Arg His Glu Arg Phe Arg Ser .Trp.^ 
355 36 0 365 ; 



Glu Val Met Leu Arg Ser Cys Gly Phe Ser Asn Val Ala Leu Ser Pro 
370 375 380 



15 



Phe Ala Leu Ser Gin Ala Lys Leu Leu Leu Arg Leu His Tyr Pro Ser 
385 390 ' 395 400 



20 



Glu Gly Tyr Gin Leu Gly Val Ser Ser Asn Ser Phe Phe Leu Gly Trp 
405 410 415 

Gin Asn Gin Pro Leu Phe Ser lie Ser Ser Trp Arg 
420 425 . 




24 . 

patpntansprug he « : I 



1 Nukleotidsequenz gemaB SEQ ID No. 1. die fiir die Steuenmg der Seitentriebbildung 
und/oder Abscissionszoneabildung verantwordich ist, deren Fragment oder Deiivat oder eine 
Nukleotidsequenz, die mit der Nukleotidsequenz gen^ SEQ ID No. 1 bybiidisiert und fiir dxe 
Steuenmg der SeitentriebbUdung mid/oder Abscissionszoneabildung verantwortlich ist. 

2 Nukleotidsequenz nach Anspmch 1. wobei die hybridisierende Nukleotidsequenz unter 
stringenten Bedingungen mit der Nukleotidsequenz gemaB SEQ ID No. 1 hybridisiert. 

3 . Nukleotidsequenz wie in der SEQ ID No. 1 aufgefiihrt. 

4. Polypeptid mit einer Aminosauresequenz wie in der SEQ ID No. 2 aufgefiihrt. 

5. Vektor, umfassend eine Nukleotidsequenz nach einem der Anspniche 1 bis 3. 



6. 



Transformierte Pflanzenzelle oder transformiertes Pflanzengewebe, dadurch 
gekemizeichnet, daB eine fiir die Steuenmg der Seitentriebbildung mid/oder 
Abscissionszonenbildmig verantwortliche expiimierbare DNA-Sequenz oder deren Fragment 
Oder Derivat nach Anspmch 1 oder 2 stabil in das Genom der Pflanzenzelle oder das 

Pflanzengewebe integriert ist. 

7. PflanzenzeUe oder Pflanzengewebe nach Anspmch 6, regenerierbar zu einer Samen- 
produzierenden Pflanze. 

8. Verfehren zur Herstellung von Pflanzen mit gesteuerter Seitentriebbildung und/oder 
gesteuerter Bildung von Abscissionszonen in den Blutenstielen, um&ssend das stabile 
Integrieren mindestens einer fiir die Steuenmg der Seitentriebbildmig mid/oder 
AbscissionszonenbUdmig verantwortHchen exprimierbaren DNA-Sequenz oder deren Fragment 
Oder Derivat nach Anspmch 1 oder 2 in das Genom von Pflanzenzellen oder Pflanzengeweb«i 
und Regeneration der erhaltenen Pflanzenzellen oder Pflanzengewebe zu Pflanzen. 



9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei zum Lit5grier5n*elineJIft5^-Se*q^^ oder deren 
Fragment oder Derivat verwendet wird, die die Seitentriebbildxmg xmd/oder 
Abscissionszonenbildung unterdriickt. 

10. Verfabrett nach Anspruch 9, wobei die integrierte DNA-Sequenz oder deren Fragment 
oder Derivat in Antisense-Orientierung zur fiir die Steuerung der Seitentriebbildung imd/bder 
AbscissionszonenbUdung verantwortlichen endogenen Sequenz e?q)rimiert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die mtegrierte DNA-Sequenz oder deren Fragment 
oder Derivat in Sense-Orientierung zur fiir die Steuerung der Seitentriebbildxmg und/oder 
Abscissionszonenbildung verantwortUchen endogenen Sequenz exprimiert wird, 

12. Verfahren nach Anspmch 9, wobei die Seitentriebbildung imd/oder 
Abscissionszonenbildimg durch ein Ribozym, umfassend die integrierte DNA-Sequenz oder 
deren Fragment oder Derivat, imterdriickt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die DNA-Sequenz oder deren Fragment oder 
Derivat in den genomischen Bereich des homologen endogenen Gens durch homologe 
Rekombination integriert wdrd. 

14. . Verfahren nach Anspmch 8, wobei zum Integrieren eine DNA-Sequenz oder deren 
Fragment oder Derivat verwendet wird, die die Seitentriebbildimg und/oder 
Abscissionszonenbildung verstarkt. 

15^ Verfahren nach Anspmch 14, wobei die integrierte DNA-Sequenz oder deren Fragment 
oder Derivat in SenseTOrientierung zur fiir die Steuerung der SeitentriebbUdimg und/oder 
Abscissionszonenbildung verantwortlichen endogenen Sequenz e?q)rimiert wird. 

16. Verfahren nach eiriem der Anspriiche 8 bis 15, wobei als Pflanze eine Tdmatenpflanze 
oder eine Lowenmaulpflanze oder deren Zelle oder Gewebe verwendet wird. 

^ 17. Pflanze, erhaltlich nach einem der Anspriiche 8 bis 16. - 

18, " Saatgut, erhalten von Pflanzen nach Anspmch 17. 



1/6 



* • 
> • • • 




• • • « • 



■1 



1. Erstellimg einer genetischen Karte hoher 
Auflosung 



2. Umwandlung der genetischen Karte in eine 
physikalische Karte 



3. Erstellung eines YAC- oder Cosmid-Contigs 



1 



4. Isolierung von Kandidaten-Gtenen 



5. Komplementienmg der Mutante 



2/6 



* • 
• • • • 



2.1 



cM 



/ 
/ 
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CD61 



O^cM 



- - 375 kb 

Ls 



O^cM 



0)65 





pfl^24 Pfl,23,865,945 
1 ET c21 glO, ,Y25 |S 








EH 

YAC CD61-5 11 
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1 CCT<nGTCCTICCCCCCAGGTC 



61 



TCATAAGCATATICTTrcTCI^ 



121 ATTOAATCATATCOTAGGATCX:^^ 

M L G S F G S S S S Q S H P H H D 

181 TCAAGAATCTTCTCATCATC^ 

EESSDHHQQRR FTATATTIT 



241 CACCACCACCATCACTACCTCACCAGCTAT^^ 

T T T I T T S P A I Q I R Q L li I S C A 

301- GGAGTTOATITOXIAGTCCGAT^^ 

EL ISQ SDFS AAKRLLTILS T 

361 TAACTCATCTCCTTTI^TGAT^^ 

NSSP F GDST ERLVHQFTRA. L 

421 TTCCCTICGTCTCAACX^GCTATATATCGT^ 

S L R L N R Y I S S T T N H F M T P V E 

481 AACAACTCCAACTCATICTrCT^^ 

T TPTDSSSSS SLALIQSSYL 



541 ATCTCT^ 



'J^CCAAGTTACCCCTTTCATAAGGTOT 



601 TTE 



LNQVTPF IRFTQLTAN Q AI 
AGAAGCGATTAACGGTAATCATCAAGCAATCCACAT^ 



661 



721 



LEAINGNHQAIHIVDFDINH 
OK^GGTTCAATCGCCACCGTTAATGC^ 



G V Q W P P 



LMQALADRYPAPTL 
TCXSAATCACaSGTACTGGAAATGAO?^^ 



D R li A 



781 TAAA' 



ITGTGNDLDTLRRTG 
.OTTCCTCACTGATTAGGGTTCA^ 



300 



360 



420 



480 



540 



600 



660 



720 



780 



840 



KFAHSLGLR FQFHPL Y 



I A N N 



841 TAACCACGATCACXSATGAAGATCC^^ 

; . N H D H D E D P S I I S S I V L L P D E 
901 AACCXTTAGCTATCAACraa^^ 

V F Y L H R L L K D R E K L 

^ 9 6l'^"' AaGGA UT^ ^ 

'/■l:-:^--^^^ l" H R V K S M N P K I V t'I A E K 

102i''-"ggaagcr;^ 



900 



960 



1020 



1080 




E ANHNH PLFLQRF I EALDYY 
1081 TACAGCTGTGTTTGATTCACTGGAAGC^ 1140 

TAVFDSLEATLPPGSRER MT 
1141 AGTTGAACAAGTGTGGTTTGGGAGAGAGAT^ 1200 

VEQVWFGREI VDIVAM EGDK 
1201 AAGGAAAGAAAGACATGAAAGGTTTAGATCATGGGAAGTTATC 1260 

RK ERHERFRSWEVMLRSCGF 

12 6 1 TAGTAATGTTGCTTTAAGCCCTTTIX^ 1320 

- SNVALS PFALSQAKLLLRLH 

13 2 1 TTATCCTTCTGAAGGCTAT^^ 1380 
^ YPSEGYQ LG VSSNSFFLGWQ 

1381 AAATCAACCCCTITKrrcCA 1440 

NQPLF SISSWR 
1441 TCAGAGGGTAATTAAGACTACTGATAGTTTAGGAGGGAT^ 1500 

C ■ - • 

1501 AAAACCCTAAATAACCAGATTTTCK^ 1560 

1561 GAACAATATTGAAGAGGTATTGAAATTTGTITC 1620 

1621 TGTTTTAAAATTTTTAACATAGAGGACT^ 1680 

1681 GTCOTTGTATAACGCAAGATCTTGATC^ 1729 
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